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饲料中添加大豆皂苷对大菱鲆幼鱼生长和肠道健康的影响 
 

余桂娟 1，杨  沛 1，戴济鸿 1，欧伟豪 1，陈枳初 1，艾庆辉 1，张文兵 1，   

张彦娇 1,2，麦康森 1,2  

（1.中国海洋大学  海水养殖教育部重点实验室，农业部水产动物营养与饲料重点实验室，山东  青岛  266003； 

2.青岛海洋科学与技术试点国家实验室，山东  青岛  266235)  

摘要  为研究大豆皂苷对大菱鲆幼鱼生长性能、消化酶活力、肠道组织结构完整性和肠道菌群结构的影响，在以鱼粉

为蛋白源的基础饲料中分别添加 0 %和 0.3 %的大豆皂苷，配制成鱼粉组和大豆皂苷组两种等氮等脂的实验饲料，投

喂大菱鲆(4.63±0.01)g 进行 12 周的摄食生长实验。结果显示，饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆的生长性能没有

产生显著影响，但显著降低了胃蛋白酶及肠淀粉酶活力；两组实验中大菱鲆肠道组织形态无明显差异，但大豆皂苷组

肠道紧密连接蛋白 Occludin 的基因表达量显著降低。肠道菌群分析结果显示，大菱鲆肠道中相对丰度最高的门和属分

别为变形菌门和盐单胞菌属。LEfSe 和 MetaStat 分析显示，饲料中添加大豆皂苷后显著提高了大菱鲆肠道内优势菌

(变形菌门及希瓦氏菌属)，皂苷水解相关的肠道微生物(鞘脂单胞菌属、普氏菌属、栖瘤胃普雷沃菌以及普通拟杆菌)

及潜在致病菌(莫氏杆菌属和发光菌属)的相对丰度，同时显著降低了 Caenimonas、Niastella 和条件致病菌罗尔斯通菌

属的相对丰度。研究表明，0.3 %大豆皂苷抑制了大菱鲆消化酶活力及肠道紧密连接蛋白 Occludin 的基因表达，且引

起了大菱鲆肠道菌群结构的显著改变。因此大豆皂苷对鱼类肠道健康尤其是肠道菌群的影响不容忽视，值得进一步研

究。  

关键词  大菱鲆；大豆皂苷；生长；消化酶；肠道组织结构；肠道菌群  
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Effects of dietary soyasaponins on the growth performance and intestinal health of 
juvenile turbot 
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Abstract  A 12-week feeding trial was conducted to investigate the effects of dietary soyasaponins on the growth 
performance, activities of digestive enzymes, intestinal morphology and intestinal bacterial community of turbot 
(Scophthalmus maximus). Two isonitrogenous and isolipidic experimental diets (based on 67 % fish meal) containing 0 % and 
0.3 % soyasaponins were formulated. The results showed that the growth performance was not affected by dietary 
soyasaponins, while the activities of intestinal pepsin and amylase were significantly depressed by dietary 0.3 % soyasopnins. 
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No obvious changes of intestinal histology were observed between two groups. But the gene expression of intestinal tight 
junction protein Occludin was significantly declined when 0.3 % soyasaponins was added. The analysis of intestine 
microbiota showed that Proteobacteria and Halomonas were the most dominant phylum and genus in turbot intestine, 
respectively. LEfSe and MetaStat analysis showed that the abundance of dominant bacteria (Proteobacteria and Shewanella) 
was significantly increased by dietary 0.3 % soyasaponins. Meanwhile, dietary soyasaponins significantly increased the 
abundance of intestinal saponin-hydrolyzing bacteria. In addition, the abundance of some intestinal potential pathogenic 
bacteria such as Methylobacterium, Moraxella and Photobacterium, was increased while that of some 
other pathogenic bacteria such as Ralstonia was decreased by dietary soyasaponins. In conclusion, dietary 0.3 % soyasaponins 
depressed the activities of digestive enzymes, and the gene expression of intestinal tight junction protein Occludin, and altered 
the intestinal microbiota of turbot. Thus, the effects of soyasaponins on fish intestine health, especially intestinal flora, cannot 
be ignored and deserved more study. 
Key words  Scophthalmus maximus; soyasaponins; growth performance; digestive enzymes; intestinal morphology; intestinal 
microbiota 

豆粕(Glycine max)作为一种理想的植物蛋白源已经被广泛应用于水产饲料行业。然而，由于豆粕

替代鱼粉超过一定剂量后对肉食性鱼类的生长及一些生理功能起到抑制作用，尤其是会诱发肠炎[1]，

导致豆粕在肉食性鱼类饲料中的应用受到限制。而影响鱼类对豆粕利用的一个重要原因是豆粕中含有

多种抗营养因子[2]。大豆皂苷是一种热稳定性的抗营养因子，在豆粕中的含量为 0.43 %~0.67 %[3]。饲

料中添加大豆皂苷会抑制鱼类生长，并造成肠道损伤已在多种鱼类中得到证实 [4-5]，然而大菱鲆

(Scophthalmus maximus) 上相关研 究还未涉 及。此外 ，研究表 明大豆皂 苷是引发 鲑鳟鱼 类

(Oncorhynchus)豆粕诱发性肠炎的重要因素之一；其主要通过影响大西洋鲑(Salmo salar)后肠紧密连接

蛋白的表达，破坏肠道黏膜屏障，改变肠道上皮细胞通透性，从而引发肠道炎症反应[6]。肠道上皮细

胞间的紧密连接结构在维持肠道结构完整性上起至关重要的作用。医学研究中认为紧密连接结构完整

性的破坏是引起炎症性肠道疾病的主要原因[7]。肠道紧密连接结构由一系列紧密连接蛋白包括跨膜蛋

白 Occludin、Tricellulin、Claudin 家族、JAM 黏附连接分子和 Zonula occludens(ZOs)等组成，它们在

维持肠道上皮旁转运，控制肠道通透性方面发挥重要作用[8]。 

肠道菌群稳态是肠道健康的重要组成部分。健康状况下，肠道菌群在宿主的生物学过程发挥一系

列的促进作用，如帮助消化、促进黏膜系统的发育及作为一种保护屏障抵御疾病等[9]。肠道菌群可以

产生一系列消化酶如：淀粉酶、纤维素酶、脂肪酶和蛋白酶，在代谢外源性物质方面发挥重要作用。

肠道菌群失调与机体各种疾病如：炎性肠炎(IBD)，代谢疾病，I 型糖尿病，过敏症，哮喘及神经病学

和心血管疾病等的发生密切相关[10]。食物和养殖环境可以显著影响鱼类肠道菌群组成。鱼类肠道菌群

在饲喂豆粕后发生了显著变化，研究表明其在豆粕诱发的肠道炎症中扮演重要角色[11]。豆粕中的抗营

养因子如大豆球蛋白[12]和水苏糖[13]等可以显著改变大菱鲆肠道部分菌群的相对丰度，但关于大豆皂

苷对水产动物肠道菌群影响的的研究却鲜有涉及。 

大菱鲆是典型的肉食性鱼类，具有生长快、肉质鲜美和经济价值高等优点，是我国重要的海水养

殖鱼类。研究表明，饲料中添加 45 %及以上豆粕能够引起大菱鲆幼鱼肠道组织损伤并降低生长[14]；

在此背景下，本研究通过在饲料中添加一定剂量的大豆皂苷研究其对大菱鲆生长，消化酶活力，肠道

组织形态、肠道紧密连接蛋白基因表达以及肠道菌群结构的影响，以探究大豆皂苷的营养抗性，为植

物蛋白在肉食性鱼类中的应用提供理论基础。 

1 材料与方法 

1.1 饲料原料和配方 

以鱼粉为主要蛋白源，鱼油和大豆卵磷脂为主要脂肪源，配制成 44 %粗蛋白和 8 %粗脂肪的两种

等氮等脂的基础饲料。在基础饲料中添加 0 和 0.3 %的大豆皂苷(华北制药有限公司，石家庄，纯度为

85 %)(表 1)，分别命名为 FM 和 SA 0.3。 

配制饲料前，饲料原料经粉碎机粉碎后过 80 目筛，混合均匀后，加入鱼油和大豆卵磷脂(先溶解
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大豆卵磷脂于鱼油中)手工将油脂颗粒搓散，再于混合机中混合均匀，最后加入约 30 %蒸馏水形成硬

团，于 F(II)-26 螺杆压条机(华南理工大学，广州)中制成 3.0 mm 的颗粒状饲料，在 50 ℃烘箱中干燥

8 h，置于－20 ℃冰箱保存备用。 

表1 实验饲料配方和主要营养成分 (干重) 
Tab. 1 Formulation and proximate composition of the experimental diets (dry matter)      % 

原料 ingredients FM diet SA 0.3 

鱼粉 fish meal1 67.00 67.00 

α-淀粉 α-starch1 16.00 16.00 

鲱鱼油 herring oil1 3.50 3.50 

大豆卵磷脂 soybean lecithin 0.50 0.50 

氯化胆碱 choline chloride 0.30 0.30 

维生素预混物 vitamin premix2 1.00 1.00 

矿物质预混物 mineral premix3 0.50 0.50 

磷酸钙 Ca(H2PO4)2 0.50 0.50 

Vc 磷酸酯 Vc phosphate 0.10 0.10 

三氧化二钇 yttrium oxide 0.10 0.10 

大豆皂苷 soyasaponins4 0 0.30 

微晶纤维素 microcrystalline cellulose 10.50 10.20 

饲料成分分析(%干重) 
nutrient composition (% dry matter) 

粗蛋白 crude protein 43.78 44.27 

粗脂肪 crude lipid 8.49 8.31 

灰分 ash 17.34 16.95 

1.鱼粉、α-淀粉和鲱鱼油均购于青岛七好营养科技有限公司(青岛)；其中鱼粉：粗蛋白 74 %，粗脂肪 9.7 %。2. 维生素混合物(mg/kg diet)：
维生素 B1 25 mg；核黄素 45 mg；维生素 B6(盐酸吡哆醇) 20 mg；维生素 B12 10 mg；维生素 K3 10 mg；肌醇 800 mg；维生素 B3(泛酸) 60 
mg；烟酸 200 mg；叶酸 20 mg；生物素(2%) 60 mg；维生素 A 32 mg；维生素 D3 5 mg；维生素 E 240 mg；乙氧基喹林 3 mg；维生素 C 

2000 mg；微晶纤维素 6470 mg。3. 矿物质预混料(mg/kg diet)：MgSO4·7H2O 1200 mg；CuSO4·5H2O 10 mg；FeSO4·H2O 80 mg；
ZnSO4·H2O 50 mg；MnSO4·H2O 45 mg；CoCl2·6H2O(1 %) 50 mg；Ca(IO3)2(1%) 60 mg；Na2SeO3(1%) 20 mg；沸石粉 3485 mg。4. 大豆皂

苷：购买于华北制药有限公司(石家庄，中国)，大豆皂苷(85 %)、大豆蛋白(8.23 %)、大豆低聚糖(4.75 %)、水分(1.21 %)以及矿物质和异黄

酮(0.81 %) 

1. fish meal, α-starch and herring oil purchased from Qingdao Great Seven CO., LTD., (Qingdao, China); fish meal: crude protein: 74%, crude lipid: 
9.7 %. 2. vitamin premix (g/kg diet): VB1, 25 mg; VB2 45 mg; VB6 20 mg; VB12 10 mg; VK3, 10 mg; inositol, 800 mg;VB3 60 mg; nicotinic acid 200 mg; 
folic acid 20 mg; biotin 60 mg; VA 32 mg; VD3 5 mg; VE 240 mg; ethoxyquinoline 3 mg; VC phosphate 2000 mg; microcrystalline cellulose 6470 mg. 3. 

mineral premix (g/kg diet): MgSO4 1200 mg; CuSO4·5H2O 10 mg; FeSO4·H2O 80 mg; ZnSO4·H2O 50 mg; MnSO4·H2O 45 mg; CoCl2·6H2O (1 %) 
50 mg; Ca(IO3)2 (1 %) 60 mg; Na2SeO3 (1 %) 20 mg; zeolite powder 3485 mg. 4. soyasaponins were supplied by North China Pharmaceutical Co., 

LTD., (Shijiazhuang, China), containing 85 % soybean saponins, 8.23 % soybean proteins, 4.75 % soybean oligosaccharidese, 1.21 % moistur, 0.81 % 
minerals and isoflavones) 

1.2 饲养管理及样品采集 

实验用大菱鲆幼鱼为当年人工培育的同一批苗种，购于山东莱州大菱鲆养殖场，实验在室内循环

养殖系统中进行。实验前，幼鱼用商业饲料(青岛七好营养科技有限公司，青岛)暂养 2 周以适应养殖

环境。正式养殖实验开始前，将实验鱼禁食 24 h 后，选择大小均匀、体格健壮的幼鱼[初始平均体质

量(4.63±0.01)g]，随机分配于 6 个养殖桶中(200 L/桶，每桶 30 尾，2 个实验处理组，每组 3 个重复)，

每天表观饱食投喂 2 次(8:00，18:30)，投喂结束后 30 min 吸出残饵和粪便，养殖周期 12 周。养殖期

间水温 15～19 ℃，盐度 24～26，溶氧保持＞7 mg/L。 

养殖结束后，禁食 24 h 取样。每桶随机取 4 尾鱼，保存于-20 ℃，用于体组成分析。每桶随机取

4 尾鱼，取后肠去除内容物，用生理盐水洗净，放入波恩氏液中固定 24 h 后，转移至 70 %酒精中长

期保持，用于组织学分析。每桶随机取 3 尾鱼，测量其体质量、体长、内脏团质量及肝脏质量，用以

计算肥满度、脏体比和肝体比；取后肠液氮速冻，随后保存在－80 ℃超低温冰箱用于分析基因表

达；每桶随机取 5 尾鱼，解剖出胃和肠道，液氮速冻，随后保存在－80 ℃超低温冰箱中，用于消化

酶活力分析。为研究肠道菌群，每桶随机取 3 尾鱼，用 70 %酒精的棉球擦拭鱼体表面，在酒精灯周
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围用无菌解剖工具解剖鱼体，取出后肠(去除幽门盲囊和盲肠)转移到 2 mL 无菌离心管中，液氮速

冻，后保存于-80 ℃超低温冰箱中。 

1.3 鱼体组成和饲料组成分析 

采用 AOAC 法[15]分析鱼体和饲料常规组成。水分含量测定采用 105 ℃烘干恒重法(24 h)；粗蛋白

的测定为凯氏定氮法，采用 2300 型蛋白质自动分析仪(FOSS，丹麦)分析；粗脂肪的测定采用 36680

型粗脂肪抽提仪(BUCHI 公司，瑞士)，用索氏抽提法分析粗脂肪含量；粗灰分测定采用箱式电阻炉

550 ℃灼烧法(16 h)。 

1.4 消化酶活力分析 

胃蛋白酶活力分析参考 Anson 的方法[16]，并做部分改进。使用牛血红蛋白(Sigma 公司，美国)作

为反应底物，用福林试剂(AppliChem 公司，德国)测定反应产物。将胃蛋白酶在 37 ℃下，1 min 内降

解牛血红蛋白产生 1 μg 酪氨酸作为一个酶活力单位，用 U/mg 蛋白表示。 

肠淀粉酶和胃淀粉酶活力测定参考 Hidalgo 等[17]报道的淀粉酶活力测定方法，并在其基础上做部

分改进。使用淀粉(Sigma 公司，美国)作为实验反应底物。将淀粉酶在 37 ℃下，30 min 内降解 10 mg

淀粉定义为一个酶活力单位，用 U/mg 蛋白表示。 

1.5 组织学分析 

按照组织切片的常规步骤制作组织切片，组织切片机切片，厚度为 5 μm；H.E 染色法染色，中性

树胶封片。用 Nikon eclipse Ti-S 型号显微镜(Nikon，日本)观察肠道组织学结构并拍照记录。 

1.6 实时荧光定量 PCR (qRT-PCR） 

肠道总 RNA 提取参照 Trizol 试剂盒说明书 (Takara ，日本 )。使用 Nano-Drop®ND-1000 

spectrophotometer(Nano-Drop Technologies，美国)测定提取的 RNA 浓度，用 1.2 %琼脂糖凝胶来检测

RNA 质量。提取的总 RNA 用 Prime Script TM 反转录试剂盒(Takara，日本)将上述提取到的 RNA 样品

反转成 cDNA。用 DEPC 水进行 8 倍稀释后置于-20 ℃保存备用。 

登录 NCBI 数据库，搜索大菱鲆 Claudin-7，Claudin-4，Tricellulin，Occludin 及内参基因 β-

actin，按照定量引物的设计原则使用 Primer Premier 5 软件设计特异性引物，并于生工生物工程(上海)

股份有限公司  (上海，中国)合成，所用引物见表 2。Real Time--PCR 实验使用实时定量 PCR 仪

(Eppendorf，Germany)进行，实验体系为 2×SYBR® Premix Ex Taq TM(TaKaRa，日本)12.5 μL，Cdna 

(100 ng/μL)1 μL，dH2O 10.5 μL，引物 F(10 μmol/L) 0.5 μL；引物 F(10 μmol/L) 0.5 μL。基本反应程序

为：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 10 s，58 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 20 s，35 个循环。使用 2-ΔΔCT 方

法计算目的基因的相对表达量。 
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表2 qRT-PCR简并引物 
Tab. 2 Primers used for qRT-PCR analysis 

基因 genes 
引物序列(5'-3')  
sequences of primers(5'-3') 

退火温度

/℃     
annealing 

temperature 

基因序列 
accession 

number  

Claudin-7 
F: CTCCATCCTGCAGCTCAACA 
R: GGTGCACTTCATTCCCATGC 

58 MF370858 

Claudin-4 
F: ATGTGGAGTGTGTCGGCTT 
R: AGACCTTGCACTGCATCTG 

58 MF370857 

Tricellulin
F: GCCTACATCCACAAAGACAACG 
R: 

TCATTCCCAGCACTAATACAATCAC 
58 KU238183.1 

Occludin 
F: ACTGGCATTCTTCATCGC 
R: GGTACAGATTCTGGCACATC 

58 KU238182.1 

β-actin 
F: CGTGCGTGACATCAAGGAG 
R: AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 

58 AY008305.1 

1.7 肠道微生物 DNA 的提取、扩增和测序 

肠道微生物提取步骤参照 QIAamp DNA Stool Mini Kit 说明书(Qiagen，德国)。提取的微生物

DNA 的质量和浓度分别通过 1.2%的琼脂糖凝胶电泳和 NanoDrop ND-2000 超微量分光光度计进行检

测(Thermo Scientific)，检测合格后，使用带 Barcode 的引物(515F 和 806R)，采用 Phusion® High-

Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs，英国)对 16S rRNA 基因 V4 区进行扩增。扩增程序如

下：98 ℃ 预变性 1 min；98 ℃ 变性 10 s，50 ℃ 退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，30 个循环；72 ℃ 终

延伸 5 min；4 ℃保存。PCR 产物使用 2%浓度的琼脂糖凝胶进行电泳检测，目的条带使用 Qiagen 公

司提供的胶回收试剂盒回收产物(Qiagen，德国)。使用 TruSeq® DNA PCR-Free Sample Preparation Kit

建库试剂盒进行文库构建，构建好的文库经过 Qubit 和 qRT-PCR 定量，合格后于诺禾致源生物有限公

司(诺禾致源，天津)使用 HiSeq2500 PE250 进行上机测序。 

1.8 肠道菌群数据统计分析 

使用 QIIME pipeline (v.1.7.0)，根据样品均一化处理数据，分析菌群 Alpha 多样性(Chao1 index，

ACE，Shannon index 和 Simpson index)和 Beta 多样性(PCA 和 PCoA)，并使用 R 软件(v.2.15.3)绘制稀

释曲线，使用 T 检验方法分析 Alpha 多样性指数组间差异。使用 LEfSe 软件分析(默认设置 LDA 

Score 的筛选值为 4)获得不同处理组之间相对丰度具有统计学差异的 Bionarker 物种。Metastats 分析

使用 R 软件(v.2.15.3)，检测组间的 permutation test，得到不同分类水平的物种在不同处理组之间的相

对丰度的差异性统计结果。 

1.9 数据计算与统计 

生长指标计算公式： 

存活率(survival rate，SR，%)=实验结束时鱼尾数/实验开始鱼尾数×100 

增重率(weight gain rate，WGR，%)=100×(鱼体末体质量-鱼体初始体质量)/鱼体初始体质量 

特定生长率(specific growth rate，SGR，%/d)=100×(ln 鱼体末体质量-ln 鱼体初始体质量)/饲喂天

数 

摄食率(feed intake，FI，%/d)=100×平均摄食饲料量/ [(鱼体初始体质量+鱼体末体质量)/2]/饲喂天

数 

饲料效率(feed efficiency，FE，%)=鱼体增重/平均摄食饲料量 

肥满度(condition factor，CF，g/cm3)=平均体质量/平均体长 3 
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肝体比(hepatosomatic index，HSI，%)=100×肝脏质量/全鱼体质量 

脏体比(viscerasomatic index，VSI，%)=100×内脏质量/体质量 

实验所得数据采用 SPSS 22.0 软件进行单因素方差分析(One-way ANOVA)，P<0.05 表示差异显

著；统计结果以平均值±标准误(mean±SE)的形式表示。 

2 结果 

2.1 饲料中添加 0.3 %大豆皂苷对大菱鲆生长性能的影响 

饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆幼鱼的各项生长指标均无显著性影响(表 3)。 

表3 饲料中添加0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆幼鱼生长性能的影响 
Tab. 3 Effects of dietary 0.3 % soyasaponins on the growth performance of juvenile turbot 

生长指标 growth indicators FM diet SA 0.3 diet 

初始体质量/g  initial weight 4.60±0.06 4.63±0.02 

末体质量/g  final weight 23.57±2.42 26.29±1.14 

存活率/%  survival 100±0 100±0 

增重率/%  weight gain rate 4.08.±0.68 4.68±0.27 

特定生长率/(%/d) specific growth rate 1.92±0.17 2.07±0.06 

饲料效率/%  feed efficiency 1.11±0.09 1.19±0.06 

摄食率/(%/d) feed intake 1.19±0.06 1.40±0.05 

肥满度/(g/cm3)  condition factor 1.81±0.28 1.98±0.14 

肝体比/%  hepatosomatic index 0.85±0.25 0.98±0.23 

脏体比/%  viscerasomatic index 4.45±0.38 4.61±0.53 

2.2 饲料中添加 0.3 %大豆皂苷对大菱鲆体成分的影响 

饲料中添加 0.3 %大豆皂苷显著增加了鱼体粗脂肪含量(P<0.05)，降低了鱼体灰分含量(P<0.05)，

而对鱼体的水分及粗蛋白含量无显著影响。 

表4 饲料中添加0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆幼鱼体组成的影响 
Tab. 4 Effects of dietary 0.3 % soyasaponins on whole body composition of juvenile turbot 

体组成/%  body composition FM diet SA 0.3 

水分/%  moisture 76.10±0.23 76.00±0.26 

粗蛋白/%  crude protein 15.86±0.19 15.84±0.30 

粗脂肪/%  crude lipid 4.45±0.14 4.67±0.20* 

灰分/%  ash 3.78±0.17 3.49±0.14* 

“∗”表示有显著性差异(P<0.05); 下同“∗” means significant difference(P<0.05), the same blew 

2.3 饲料中添加 0.3 %大豆皂苷对大菱鲆消化酶活力的影响 

饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷显著抑制了大菱鲆幼鱼的胃蛋白酶和肠淀粉酶活力(P<0.05)，而对胃

淀粉酶活力无显著影响(表 5)。 

表5 饲料中添加0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆幼鱼消化酶活力的影响 
Tab. 5 Effects of dietary 0.3 % soyasaponins on digestive enzyme activities of juvenile turbot  

消化酶活力 digestive enzyme activity FM diet SA 0.3 

胃蛋白酶酶活/(U/mg prot) pepsin activity 49.76±2.86 28.55±3.38* 

胃淀粉酶/(U/mg prot) stomach amylase activities 0.36±0.15 0.41±0.26 

肠淀粉酶/(U/mg prot) intestinal amylase activities 0.27±0.02 0.08±0.02* 

2.4 饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆肠道组织形态的影响 

与鱼粉组相比，饲料中添加 0.3 %大豆皂苷并没有影响大菱鲆后肠组织结构完整性。肠道上皮细
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胞核均位于细胞基部且排列整齐，杯状细胞数量无明显变化；固有层均未出现增宽、炎性细胞浸润现

象(图 1)。 

 

图 1 大菱鲆幼鱼后肠组织结构图 
1 和 2 分别对应对照组和大豆皂苷组大菱鲆肠道组织切片；红色箭头示肠道上皮细胞微绒毛；“*”示肠道绒毛固有层；“G”示杯

状细胞 

Fig.1 Distal histological sections of juvenile turbot 

1 and 2 represented the distal histological section of countrol and SA 0.3 group respectively; Red arrows showed the microvilli of intestine 
epitheilum cells; “*”showed the lamina propria within the intestinal folds; “G”showed the goblet cell. 

2.5 饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆幼鱼肠道紧密连接蛋白相关基因表达的影响 

饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆幼鱼肠道紧密连接蛋白 Claudin-7、Claudin-4、Tricellulin

的基因表达量均无显著性影响，而显著降低了 Occudin 的基因表达(P<0.05)(图 2)。 

 

图 2 饲料中添加 0.3%的大豆皂苷对大菱鲆幼鱼后肠紧密连接蛋白相关基因表达的影响 
1. Claudin-7，2. Claudin-4，3. Tricellulin，4. Occludin，“∗”表示有显著性差异(P<0.05);下同 

Fig.2 Effects of dietary 0.3 %soyasaponins on genes expression of intestinal tight junction-related proteins in the distal intestine of juvenile turbot 

1.Claudin- ，7 2. Claudin- ，4 3. Tricellulin，4. Occludin; colume with“∗” means significant difference (P<0.05); the same blew 

2.6 饲料中添加 0.3 %大豆皂苷对肠道菌群的影响 

经过拼接、过滤和裁剪，两处理组共获得 320 995 条 clean reads，平均每个样品 53 499 条。将上

述序列与 Green Gene 数据库比对，6 个样品共产生 9 852 个 OTUs，其中 FM 组共产生 5 394 个



8 水产学报 

 

OTUs，SA 0.3 共产生 4 458 个 OTUs。 

本实验中，大菱鲆肠道微生物在门水平上的主要类群为变形菌门 (Proteobacteria)，厚壁菌门

(Firmicute) 和 放 线 菌 门 (Actionobacteria) ； 属 水 平 上 ， 盐 单 胞 菌 属 (Halomonas) 和 希 瓦 氏 菌 属

(Shewanella)为丰度最高的属(图 3)。饲料中添加 0.3 %大豆皂苷对大菱鲆肠道菌群 α-多样性无显著影

响(表 6)。PCA(Principal Component Analysis)分析显示大豆皂苷组肠道菌群出现了明显的食物聚类(图

4)。 

LEfSe 分析显示，饲料中添加 0.3 %大豆皂苷影响了大菱鲆肠道菌群不同分类学水平上物种的相

对丰度；变形菌门，杆菌纲(Bacilli)，芽胞杆菌目(Bacillales)，芽胞杆菌科(Bacillaceae)的相对丰度在

0.3 %大豆皂苷组中显著增加(P＜0.05)(图 5)。 

MetaStat 分析显示，饲料中添加 0.3 %大豆皂苷显著增加了希瓦氏菌属、鞘脂单胞菌属

(Sphingomonas) 、 副 球 菌 属 (Paracoccus) 、 普 氏 菌 属 (Prevotella) 、 栖 瘤 胃 普 雷 沃 菌

(Prevotella_ruminicola)和普通拟杆菌(Bacteroides_vulgatus)以及潜在致病菌莫氏杆菌属(Moraxella)和发

光菌属(Photobacterium)的相对丰度；显著降低了 Caenimonas，Niastella 和罗尔斯通菌属(Ralstonia)的

相对丰度(P<0.05)(图 6)。 

表6 大菱鲆幼鱼后肠菌群α-多样性指数统计表 
Tab. 6 Alpha diversity index of microbial community in distal intestine of juvenile turbot 

组别 groups  
菌群丰富度 richness estimates 菌群多样性 diversity estimates 

Chao1 指数 Chao1 物种丰富度指数 ACE 香农指数 Shannon index 辛普森指数 Simpson index 

FM 1989±445 2011±443 6.85±1.43 0.88±0.06 

SA 0.3 1563±258 1619±257 4.77±0.30 0.78±0.02 
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图 3 各个处理组大菱鲆幼鱼后肠肠道菌群在门(a)和属(b)水平上 TOP 20 
1. F ，M 2. SA 0.3 

Fig.3 Top 20 phylum (a) and genus (b) of microbial community in juvenile turbot distal intestine of each treatment group 

1. F ，M 2. SA 0.3 
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图 4 大菱鲆幼鱼后肠肠道菌群 PCA 分析 
基于 OTUs 绘制的 PCA 主成分分析图，红色代表鱼粉组，绿色代表大豆皂苷组 

Fig.4 PCA analysis of distal intestine microbiota of juvenile turbot  

PCA (principal component analysis) based on OTUs, Red lable on behalf FM diet, green on behalf SA 0.3 diet. 

 

图 5 大菱鲆幼鱼肠道菌群结构 LEfSe 分析 
LDA 值分布柱状图(左)展示了 LDA Score 大于设定值(默认设置为 4)的物种，即组间具有统计学差异的物种。柱状图的长度代表差

异物种的影响大小(即为 LDA Score)；进化分支图(右)由内至外辐射的圆圈代表了由门至属(或种)的分类级别。在不同分类级别上的

每一个小圆圈代表该水平下的一个分类，小圆圈直径大小与相对丰度大小呈正比。着色原则：无显著差异的物种统一着色为黄色，

差异物种 Biomarker 跟随组进行着色，红色节点表示在红色组别中起到重要作用的微生物类群，绿色节点表示在绿色组别中起到重

要作用的微生物类群。图中英文字母表示的物种名称在右侧图例中进行展示 

Fig.5 LEfSe analysis of microbiota in juvenile turbot distal intestine 

LDA score distribution bar graph (left) showed the speces whose LDA score greater than set value (the default screening value was 4), that 
was differentiated species. The length of the column represented the extent of the influence to specific species. Cladogram (right): The 

identified OTUs are distributed according to phylogenetic characteristics around the circle. The dots closest to the center represent OTUs on 
phylum level, whereas those locating on the outermost circle stand for OTUs on genus level, and the diameter of dots is proportional to the 
taxon’s abundance. The color of the dots and sectors indicate enrichment of the OTUs in different diets (yellow, undifferentiated species; 

red, SA 0.3 diet; green, FM diet). The colored sectors given information on phylum, class, order, family, and genus are indicated by letters, 
which are specified on the top right corner(full name, given only for those showing significant difference between diets) 
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图 6 大菱鲆幼鱼后肠肠道菌群 MetaStat 分析 
1.希瓦氏菌属，2. 鞘脂单胞菌属，3. 副球菌属，4. 莫氏杆菌属，5. 发光菌属，6. 普氏菌属，7. 栖瘤胃普雷沃菌，8. 普通拟杆

菌，9. Caenimonas，10. Niastella，11. 罗尔斯通菌属 

Fig.6 MetaStat analyse of distal intestine microbial community of juvenile turbot 

1.Shewanella, 2. Sphingomonas, 3. Paracoccus, 4. Moraxella, 5. Photobacterium, 6. Prevotella, 7. P. ruminicola, 8. B.vulgatus, 9. 
Caenimonas, 10. Niastella, 11. Ralstonia 

3 讨论 

在本实验中，饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆的生长性能，包括增重率、摄食率和饲料利

用效率均没有产生显著影响。Chen 等[4]研究表明大豆皂苷对鱼类生长的影响与养殖周期及其含量密切

相关；用含 0.32 %的大豆皂苷的饲料饲养牙鲆 (Paralichthys olivaceus) 28 d 后，牙鲆的摄食和生长受

到显著抑制，而 56 d 时鱼体生长及摄食率与对照组并没有显著差异，但当饲料中大豆皂苷含量增加

到 0.64 %时，牙鲆的生长显著降低。其结果表明大豆皂苷对鱼体的不良影响可被长时间的养殖所缓

解，但超过一定剂量会对鱼体造成不可逆损伤。异育银鲫 (Allogynogenetic silver crucian carp) 上的研

究也表明，高剂量的大豆皂苷 (0.72 %) 会对异育银鲫的生长造成不可逆的抑制作用[18]。此外，基础

饲料中主要蛋白源的来源对大豆皂苷的抗营养作用也会产生不同的影响。研究表明，在以鱼粉为主要

蛋白源的饲料中添加 0.2 %大豆皂苷，大西洋鲑的生长性能及对营养物质(蛋白质和脂质)的消化与对

照组无显著差异[19]。而在含植物蛋白源饲料中添加 0.2 %大豆皂苷，大西洋鲑对脂质及氨基酸的消化

普遍受到影响[20]。本实验的基础饲料配方是以鱼粉为主要蛋白源，鱼粉中含有的一些诱食因子或生物

活性因子会在一定程度上降低大豆皂苷带来的负面影响。此外，实验鱼的种类、发育阶段以及养殖时

间等也都会产生影响。 

鱼类的生长与鱼体对营养物质的消化吸收功能密切相关，因此进行消化酶活力的研究可以预测和

评估鱼体对饲料中蛋白等营养物质的消化吸收能力。尽管有研究表明养殖鱼类对皂苷有一定的忍受程

度，饲料中添加量小于 0.1%的皂苷一般不会影响养殖鱼类的正常生长[21]。但是大豆皂苷具有抑制多

种酶活力的功效[21]。米海峰[22]的研究显示，牙鲆胰蛋白酶、肠道胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶和肠道胰

凝乳蛋白酶活性随着饲料中大豆皂苷添加量(0.1 %、0.4 %及 0.8 %)的增加显著降低。Francis[2]等研究

表明，皂苷能抑制糜蛋白酶和胆碱脂酶活性，影响动物对蛋白质的消化与利用。与前述实验结果相

似，在饲料中添加 0.3 %大豆皂苷显著降低了大菱鲆胃蛋白酶和肠淀粉酶的活力，说明添加 0.3 %大豆

皂苷影响了大菱鲆对营养物质的消化；然而在 12 周的养殖周期内大菱鲆的生长没有显著降低，这可

能与鱼的种类和养殖时间有关。 

大豆皂苷能够降低体内过氧化脂质的生成，减少体内脂肪含量，具有降脂效果[18]。陈伟[23]的研
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究表明饲料中添加 0.32 %大豆皂苷显著降低了牙鲆鱼体的粗脂肪含量；大西洋鲑上的研究也表明大豆

皂苷具有降胆固醇效果[24]。但异育银鲫上的研究发现饲料中添加大豆皂苷对鱼体粗脂肪含量并没有显

著影响[18]。而在尼罗罗非鱼饲料中添加 300 mg/kg 皂树皂苷(Quillaja saponins)却显著增加了肌肉中脂

肪含量[25]。Chavali 等[26]提到皂苷可能会增加老鼠(Muroidea)体外脾细胞胆固醇的从头合成。在本实

验中，饲料中添加 0.3 %大豆皂苷显著提高了鱼体粗脂肪含量，其原因是否与大豆皂苷促进了胆固醇

的从头合成有关，值得进一步研究。 

肠道组织切片结果显示，饲料中添加 0.3 %大豆皂苷对大菱鲆肠道组织没有造成明显的损伤；但

肠道紧密连接蛋白 Occludin 的基因表达量在大豆皂苷添加组显著下降。紧密连接结构是一种动态的、

多蛋白复合物，它作为一种选择性/半渗透性的细胞间屏障可以控制肠道屏障通透性。而 Occludin 是

紧密连接复合物中的主要部分[27]。大西洋鲑鱼上的研究表明，大豆皂苷可以通过增加后肠上皮细胞的

通透性来破坏肠道完整性[28]。本实验中大菱鲆后肠紧密连接蛋白 Occludin 的基因表达量在 0.3 %大豆

皂苷组显著下降，表明 0.3 %的大豆皂苷对大菱鲆肠道通透性可能具有一定的破坏作用。 

本实验中，大菱鲆的肠道优势菌在门水平上主要为变形菌门、厚壁菌门和放线菌门，在属水平上

主要为盐单胞菌属和希瓦氏菌属，这与之前在大菱鲆上的研究结果相似[12]。饲料中添加 0.3 %的大豆

皂苷后大菱鲆肠道的优势菌组成发生了显著变化，变形菌门和希瓦氏菌属的相对丰度显著提高，而且

出现了明显的食物聚类现象，可见饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷改变了大菱鲆肠道菌群的整体结构。

此外，饲料中添加 0.3 %的大豆皂苷还显著增加了变形菌门中鞘脂单胞菌属，厚壁菌门的杆菌纲、芽

胞杆菌目和芽胞杆菌科，拟杆菌门的普氏菌属、栖瘤胃普雷沃菌以及普通拟杆菌的丰度。研究发现鞘

脂单胞菌属具有产 β-葡萄糖苷酶的能力 [29]、厚壁菌门的杆菌纲中也含有大量产 β-葡萄糖苷酶的细

菌、拟杆菌属细菌也具有产糖苷酶和 β-葡萄糖醛酸酶活性[30]，而肠道细菌产生的糖苷酶[31]和葡萄糖

醛酸酶[32]可参与大豆皂苷的水解。还有研究表明拟杆菌门的普雷沃氏菌(Prevotella oris)具有水解皂苷

类化合物的性质[33]。这些结果表明大豆皂苷很可能提高了大菱鲆肠道内与皂苷类水解有关的肠道微生

物的相对丰度。在本实验中，大豆皂苷显著降低了 Caenimonas，Niastella 和罗尔斯通菌属的相对丰

度，这其中罗尔斯通菌属含有多种条件致病菌，可引起人类感染脑膜炎，骨髓炎等[34]，其他两种菌的

相关研究还未见报道，但已有的研究指出皂苷能抑制金黄色酿脓葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)和蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus)活性[35]，所以大豆皂苷可能通过其抑菌性

来降低潜在致病菌的相对丰度。此外，大豆皂苷还显著提高了潜在致病菌如莫氏杆菌属和发光菌属的

丰度 [36-37]。众所周知肠道共生菌中潜在致病菌与益生菌的失调会破坏肠道稳态，诱发多种肠道疾

病[38]，而潜在致病菌的相对丰度显著变化对肠道健康存在隐患。本研究中，0.3%大豆皂苷对大菱鲆

肠道菌群结构具有显著调节作用，其与肠道菌群结构的关系值得进一步研究。 

综上所述，饲料中添加 0.3 %大豆皂苷显著抑制了大菱鲆的消化酶活性，降低了紧密连接蛋白

Occludin 的基因表达量，改变了肠道菌群结构，在抑制了一些潜致病菌的相对丰度的同时也增加了部

分潜在致病菌的相对丰度。因此，大豆皂苷对大菱鲆肠道健康的影响不容忽视，在鱼类饲料中使用植

物蛋白源需考虑其中皂苷的含量。 
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